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METODO PARA LA INCORPORACION DE ANTIGENOS EN VESICULAS DE 
MEWIBRANA EXTERNA DE BACTERIAS Y FORMULACIONES RESULTANTES. 

5 

Campo de la tecnica 

La presente invencion se relactona con el campo de la mediclna, particularmente 
con el desarrollo de composiciones vacunales, de aplicacion preventiva o 
terapeutica, que permiten un aumento en la caiidad de la respuesta inmune contra 
10 antigenos vacunales en enfermedades de origen dlverso. 

Estado de la tecnica anterior 

La tecnologia del ADN recombinante ha traido grandes avances al campo de la 
investigacion y el desanrollo de vacunas, al hacer posible la obtencion de suficientes 

IS cantidades de un gran grupo de antigenos de Interes vacunal, lo que facillta la 
evaluacion de su inmunogenicidad y su caracter protector. Sin embargo, en muchos 
cases estas proteinas se obtienen formando partes de cuerpos de inclusion. 
Los cuerpos de inclusion bacterianos son agregados de protefnas, mal 
renaturalizadas, que a menudo se forman en las bacterias recombinantes tras la 

20 sobrexpresion de los genes clonados. En biotecnologfa, la formacion de los cuerpos 
de inclusidn representa un obstaculo Importante para la produccion de protefnas, ya 
que aOn cuando favorecen los altos rendimientos, el recobrado in vitro de la protefna 
funcional de los depositos insolubles depende de procedimientos de renaturalizaci6n 
tecnicamente diversos y frecuentemente complejos (Carrio M.M., Villaverde A. 

25 (2002) Construction and deconstructlon of bacterial inclusion bodies. J BiotechnoL 
96:3-12). 

Renaturalizacidn de proteinas 

Dentro de la Oltima d^cada se ban desarrollado m§todos y estrategias especfficas 
30 para preparar protefnas recombinantes activas a partir de estos cuerpos de 
Inclusi6n. Generaimente, los cuerpos de inciusi6n pueden separarse fdcilmente, 
solubilizarse con agentes desnaturalizantes, tales como cloruro de guanidio o urea, 
y entonces renaturalizarse a travds de un proceso tal como la dilucion o la dialisis. 
Avances recientes en los procesos de renaturalizacidn incluyen ia inhibicion de la 
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agregaci6n mediante la aplicacion de aditivos de bajo peso molecular y 
renaturalizacion en matrices (Misawa S. and Kumagai I. (1999) Refolding of 
therapeutic proteins produced In Escherichia coll as inclusion bodies. Biopolymers 
51:297-307). 

S Para purificar y renaturalizar la porina de membrana extema mitocondrial, canal 
anidnico dependiente de voltaje, en un solo paso se emple6 la cromatograffa de 
afinidad por iones metalicos, mediante un procedimiento en el que se extrae la 
proteina y la fraccion soluble se aplica a la columna, en la cual se lavan los 
contaminantes en presencia de n-octilo-beta-D-glucopirandsido (OG) y glicerol y se 

10 eluye la fraccion que contiene la protefna de interes en presencia de OG e imidazol 
(Shi Y., et al. (2003) One-step on-column affinity refolding purification and functional 
analysts of recombinant human VDAC1. Biochem Biophys Res ComOn, 303:475-82). 
En otro caso, se logrd renaturalizar la protefna P2 de Haemophilus influenzae, que 
es una de las protefnas inmunogSnicas mayoritarias de la membrana externa, en 

IS una solucion que inclufa altas concentraciones salinas e iones de calcic (Pullen J.K., 
et al. (1995) Production of tiaemophilus influenzae type-b porin in Escherichia coli 
and its folding into the trimeric form. Gene 152:85-8). 

La protefna porina de Rhodabacter capsulatus, obtenida de forma natural, se 
modified qufmicamente con metoxipolietilenglicol-succinimidil carbonate, para rendir 

20 un conjugado soluble en agua de la misma. La renaturalizacidn del conjugado se 
estudid mediante la adicidn secuencial de trifluoroetanol para bajar la constante 
dielectrica, lo que no se logro. Se renaturalizo la protefna finalmente por adicidn de 
hexafluoro-2-propanol entre 5 y 10% (Wei J., Fasman G.D. (1995) A poly(ethylene 
glycol) water-soluble conjugate of porin: refolding to the native state. Biochemistry 

25 34:6408-15). 

Dos tipos de PorA, PI. 6 y PI. 7,1 6 del menlngococo, se plegaron in vitro tras la 
sobrexpresion y ei aislamiento partiendo de E. coli. Dichas porinas se plegaron 
eficientemente mediante dilucidn rapida en una solucion tamponeada apropiada 
contenlendo el detergente n-dodecilo-N,N-dimetilo-1-amonio-3-propanosulfonato 
30 (Jansen C, et al. (2000) Biochemical and biophysical characterization of in vitro 
folded outer membrane porin PorA of Neisseria meningitidis. Biochim Biophys 
1464:284-98). 

La inclusion en membranas formadas por bicapas lipfdicas es una estrategia 
empleada en la renaturalizacidn de protelnas porinas y otras protefnas integrates de 
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membrana, obtenidas por medio de la ingenieria genetica. La principal proteina de 
membrana externa de Chlamydia psittaci y Chlamydia pneumoniae, se solubilizo a 
partir de cuerpos de inclusion usando 2% de OG y 1 mM de ditiotreitol, antes de 
incorporarla a una bicapa lipi'dica (Wyllie S., et al. (1999) Single channel analysis of 
5 recombinant major outer membrane protein porins from Chlamydia psittaci and 
Chlamydia pneumoniae. FEBS Leff 445:192-96). 

Las proteinas de la membrana externa de Escherichia coli OmpF y OmpA se 
renaturalizaron por dilucidn en una dispersion de vesiculas lipidicas o vesiculas 
detergente/lfpido (Surrey T., et al. (1996). Folding and membrane insertion of the 

10 trimeric beta-barrel protein OmpF. Biochemistry 35: 2283-88). 

El gen Opc del meningococo se clon6 y expreso a altos niveles en £. colL La 
proteina se purifico mediante cromatografia de afinidad, se incorpor6 a llposomas y 
micelas del detergente Zwittergent. Para aumentar la respuesta inmune contra dicha 
protefna, se adiciono Mono Fosforii Lfpido A (MFLA) a los liposomas y a las micelas, 

IS aumentando la magnitud de la respuesta y el rango de subclases de antlcuerpos 
generados. La respuesta funcionai mas efectiva contra este antigeno se obtuvo en 
el caso de que la protefna se incorporo a liposomas con MFLA (Kolley K.A., et al. 
(2001) Immunization with Recombinant Opc Outer Membrane Protein from Neisseria 
meningitidis: Influence of Sequence Variation and Levels of Expression on the 

20 Bactericidal Immune Response against Meningococci. Infect Immun. 69:3809-16). 
Las proteinas porinas PorA y PorB de N. meningitidis, obtenidas en dos hospederos 
recombinantes, se han renaturalizado empieando este mismo enfoque, consistente 
en la incorporacion a liposomas formados por fosfolfpidos y colesterol, en presencia 
o no de detergentes. 

25 El gen porA de N. meningitidis se dono y expresd en E. colL La protefna puriflcada 
por afinidad se adyuvd con el adyuvante AI(OH)3, o se presento en liposomas. La 
inmunizaci6n de la protefna recombinante en liposomas indujo antlcuerpos con gran 
avidez por la protefna nativa, que reaccionaron con el meningococo intacto e 
Inhibieron la uni6n de antlcuerpos protectores (Christodoulides M., et al. (1998) 

30 Immunization with recombinant class 1 outer-membrane protein from Neisseria 
meningitidis: influence of liposomes and adjuvants on antibody avidity, recognition of 
native protein and the Induction of a bactericidal Immune response against 
meningococci. Microbiology 144:3027-37). 
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El gen porB de una cepa de N. meningitidis que express la protei'na PorB3 se clond 
e inserto en el vector pRSETB y la protefna se expreso a altos niveles en el 
hospedero E. coli. La proteina recombinante se purified hasta homogeneidad 
mediante cromatograffa de afinidad y se uso para la inmunizacion despues de la 
5 incorporaclon a liposomas y a micelas del detergente Zwittergent o la sulfobetaina. 
El suero producido por los liposomas y las micelas mostrd mayor reactividad con la 
protefna nativa (Wright J.C., et al (2002). Immunization with the Recombinant PorB 
Outer Membrane Protein Induces a Bactericidal Immune Response against 
Neisseria meningitidis. Infect Immun. 70:4028-34). 

10 

Neisseria meningitidis, vesfculas y protefnas de membrane externa 
Neisseria meningitidis, un diplococo Gram negative cuyo unico hospedero es el 
hombre, es el agente causal de la meningitis meningococcica. Usualmente esta 
bacteria se encuentra en estado de portador asintomatico en la poblaci6n, siendo 

15 esta la vfa m§s comOn para su aislamiento microbiologico. Diversas estrategias se 
han desarrollado con el objetivo de obtener un preparado vacunal que satisfaga los 
requisitos necesarios para proteger a la poblacion contra esta enfermedad. Para ello 
se han tenido en cuenta los antfgenos capsulares cuya especificidad inmunoiogica 
ha permitido la clasificacion de este microorganismo en serogrupos. El serogrupo B, 

20 a diferencia del resto, continCia siendo una Importante causa de enfermedad 
meningoc6ccica endemica y epidemica, en gran parte debido a la no existencia de 
vacunas efectivas contra el mismo. Producto de la baja inmunogenicidad del 
polisacarido del serogrupo B (Finne J., et al. (1987) An IgG monoclonal antibody to 
group B meningococci cross-reacts with developmentally regulated polysialic acid 

25 units of glycoproteins in neural and extraneural tissues. J. Immunol, 138:4402-07), el 
desarrollo de vacunas contra este serogrupo se ha concentrado en el uso de 
antfgenos subcapsulares. 

En la decada de los anos 70 la produccion de vacunas de protefnas de membrana 
extema (PME), estuvo basada en la eliminacion del lipopolisacarido (LPS) de las 
30 preparaciones proteicas mediante la utilizacion de detergentes (Frasch C.E., 
Robbins J.D. (1978) Immunogenicity of serotype 2 vaccines and specificity of 
protection in a guinea pig model. J. Exp. Med. 147(3):629-44). Despues, las PME 
fueron precipitadas para producir agregados resuspendidos en cloruro de sodio. A 
pesar de los buenos resultados obtenidos en estudios realizados en animales, estas 
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vacunas no indujeron anticuerpos bactericidas ni en adultos ni en ninos (Zollinger 
W.D., et al. (1978) Safety and immunogenicity of a Neisseria meningitidis type 2 
protein vaccine in animals and humans. J. Infect Dis. 137(6): 728-39), resultado que 
fue atribuido a la desnaturalizacion de las protefnas presentes en la preparacion 

5 como resultado de la precipitacion. Los siguientes pasos en la busqueda de un 
nuevo candidate, se encaminaron al diseno de una vacuna que presentara las 
protefnas en su conformacion nativa, formando vesiculas de membrana externa 
(VME) (Zollinger W.D., et al. (1979) Complex of meningococcal group B 
polysaccharide and type 2 outer membrane protein immunogenic in man, J. Clin. 

10 Invest 63(5):836-48; Wang LY. and Frasch C.E. (1984) Development of a Neisseria 
meningitidis group B serotype 2b protein vaccine and evaluation in a mouse model. 
Infect Immun. 46(2):408-14). 

Las vacunas compuestas por VME fueron significativamente mas inmunogenlcas 
por vfa parenteral que los agregados de PME y esta inmunogenicidad fue explicada 

15 inicialmente por una mayor adsorclon al adyuvante hidroxido de aluminio (Wang L.Y. 
and Frasch C.E. (1984) Development of a Neisseria meningitidis group B serotype 
2b protein vaccine and evaluation in a mouse model. Infect Immun, 46(2):408-14). 
Posteriormente, la efectividad de las vacunas de VME se ha atribuido a la 
presentacion de las PME, dispuestas en su conformacion natural, para permitir la 

20 generaci6n de anticuerpos bactericidas, al menos en adolescentes y adultos. Las 
respuestas de anticuerpos generadas, incrementaron la opsonofagocitosis del 
meningococo. La formulaci6n preclsa de las vacunas (por ejempio: contenido de 
PME, contenido de LPS y la presencia o ausencia del adyuvante) tiene un 
significative impacto en la inmunogenicidad existiendo grandes diferencias de un 

25 productor a otro segOn la cepa y/o la metodologfa empleada (Lehmann A.K., et al. 
(1991) Immunization against serogroup B meningococci. Opsonin response in 
vaccinees as measured by chemiluminescence. APMIS 99(8):769-72; Gomez J.A., 
et al. (1998) Effect of adjuvants in the isotypes and bactericidal activity of antibodies 
against the transfenin-binding proteins of Neisseria meningitidis. Vaccine 

30 1 6(1 7):1 633-39; Steeghs L. et al. (1999) Immunogenicity of outer membrane 
proteins in a lipopolysaccharide-deficient mutant of Neisseria meningitidis: influence 
of adjuvants on the immune response. Infect Immun. 67(10):4988-93). 
Dentro de las protefnas mas estudiadas del meningococo estan las porinas. La 
porina PorA, de aproximadamente 42 kDa, ha mostrado por an^lisis de secuencia 
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que su variabilidad esta concentrada exclusivamente en dos de los 8 lazos 
expuestos de la protefna (VR1 y VR2). La variacion de estas regiones ha sido usada 
en el subtipaje de las cepas del meningococo (Abdillahi H. and Poolman J.T. (1988) 
Neisseria meningitidis group B serosubtyplng using monoclonal antibodies in whole- 
5 cell ELISA. Microb, Pathog. 4:27-32). Con la construccion de peptides sinteticos y el 
uso de anticuerpos monoclonales se ha logrado comprobar que los epitopes 
inmunodominantes est^n siempre localizados en estas regiones (McGuinness B.. 
Lambden P.R. and Heckels J,E. (1993) Class 1 outer membrane protein of Neisseria 
meningitidis: epitope analysis of the antigenic diversity between strains, implications 
10 for subtype definition and molecular epidemiology. Mol. Microbiol 7:505-514). 

Aunque estos epitopes son lineales. cuando estas protelnas son clonadas y 
expresadas en E. coli (Niebla O. (2001) Immunogenicity of recombinant class 1 
protein from Neisseria meningitidis refolded into phospholipid vesicles and detergent. 
Vaccine 19:3568-74) u otra cepa heterologa. como Bacillus subtilis (Numninen M., et 
15 al. (1992) The class 1 outer membrane protein of Neisseria meningitidis produced in 
Bacillus subtilis can give rise to protective immunity. MoL Microbiol. 6:2499-2506). el 
proceso de renaturalizacion de las mismas juega un papel defmitorio en la 
respuesta, ya que la capacidad de inducir anticuerpos con actividad bactericida y 
protectora contra los epitopes inmunodominantes puede ser anulada si el antigeno 
20 no es presentado satisfactoriamente al sistema inmune. Por lo tanto, esto Oltimo 
explica en part:e la necesidad de que se alcance una adecuada renaturallzaci6n de 
determinados antfgenos, lo cual constituye un importante problema al cual se le 
busca soluci6n. 



25 Explicacion de la Invencidn 

La presente invencidn resuelve el problema antes mencionado, proporclonando un 
metodo para incorporar antigenos en proteoliposomas. donde dichos antlgenos 
forman un complejo con una preparaci6n de protelnas de membrana externa de 
bacterias Gram negativas. siendo este complejo generado por co-renaturalizaci6n y 
30 mantiene Intacta la estructura vesicular del proteoliposoma. 

En una realizacibn preferida. el metodo incluye una preparacion de protelnas de 
membrana externa de bacterias Gram negativas, obtenida a partir de especles de la 
familia Neisseriaceae o de Bramhamella catarrhalis, siendo especialmente 
preferldas las que incluyen Neisseha meningitidis y Neisseria lactamica. 
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En otra materializaclon de la invencion, el antfgeno proteico que forma parte del 
complejo es de origen natural, recombinante o sintetico. 

Igualmente la invencion se refiere a la combinacion vacunal derivada a partir del 
metodo descrlto anteriormente y que comprende un complejo formado por una 

5 preparacion de protelnas de membrana externa de bacterias Gram negativas, 
elaborada a partir de especies de la familia Neisseriaceae o de Bramhamella 
catarrhalis, y un antfgeno proteico de origen natural, recombinante o sintetico, 
donde este complejo es generado por co-re naturalizaci6n y mantiene Intacta la 
estructura vesicular del proteoliposoma. Dependiendo de las circunstancias, las 

10 composlciones vacunales pueden administrarse por vfa parenteral o mucosal. 

Un aspecto particularmente importante de la invencion relaciona la adicion a las 
composiciones vacunales antes mencionadas de polisacaridos bacterianos, de 
polisacdridos bacterianos conjugados y de acidos nucleicos como antigenos. 
TambiSn es parte de la presente invencidn el uso profilactico o terapSutico de las 

15 combinaciones anteriormente descritas en humanos. 

En estas composiciones, los antigenos proteicos se renaturalizan mediante la 
insercidn en vesfculas proteoliposomales, para lograr el conrecto plegamiento de los 
mismos, Dichas composiciones tienen nuevas propiedades que resultan de la 
generacion del complejo, que se origina de forma tai que se mantiene intacta la 

20 estructura vesicular. 

La administraci5n mucosal de dichas composiciones puede generar una respuesta 
inmune sistemica de similar intensidad y superior calidad a la que se obtiene con 
formulaciones vacunales convencionaies que usan alCimina como adyuvante. 
Ademds. la inmunizaci6n por esta ruta es capaz de generar una potente respuesta a 

25 nivel de mucosas, caracterizada por altos niveles de anticuerpos de tipo IgA. 

La incorporaci6n de PorA recombinante al proteoliposoma del meningococo, 
aumenta el espectro protector de las preparaciones de vesfculas de membrana 
externa, a la vez que facilita el proceso de renaturalizaci6n de dicho antfgeno 
recombinante, pennitiendo la generaci6n de anticuerpos subtipo especfficos 

30 capaces de producir la lisis mediada por complemento, lo que conlleva a la 
destruccidn de la bacteria. 

La presente invencion, en contraste al estado de la tecnica anterior, es Otil para 
alcanzar la adecuada renaturalizacion de antfgenos de caracter proteico sin que 
tengan que ser incluidos en bicapas lipfdicas artificiaies, modificados qufmicamente 



5 
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o mezclados con compuestos qufmicos de origen inorganico. Mediante dicha 
invencl6n se obtiene una respuesta inmune funcional m^s efectiva. en temiinos de 
calidad de los anticuerpos que se generan contra el anttgeno de inter6s, debido a la 
dptima presentacion del mismo al sistema inmune. 



Breve descripcidn de los dibujos 

En parte, los resultados se muestran grdficamente en las slgulentes figuras: 
Figura 1: Proteccl6n pasiva contra la infecci6n menlngoc6ccica, detemiinada en el 
modelo de ratas Infantes. Las ratas reclbieron los antisueros obtenidos al inmunlzar 
10 ratones con: 1. proteoliposoma con estructura vesicular. 2. proteoliposoma con 
estructura no vesicular. Como Control negative (C-) se emple6 suero de ratones no 
inmunizados y como Control positive (C+) un suero liiperinmune de rat6n 
inmunizado con PME por mta intraperitoneal. 



15 Figura 2: Purificaddn de PorA recombinante. A: Electroforesis en gel de 
poliacrilamida al 10%. Lfnea 1: patrdn de peso molecular de proteina. Lfnea 2: 
Muestra inicial de la purificaci6n, fracci6n despuis de ruptura por ultrasonldo. Linea 
3: Muestra final, fracci6n elufda de intercambio i6nico. B: Cromatograma de la 
densitometria de la fraccidn cromatogrSfica de intercambio i6nico. 

20 

Figura 3: An^lisis electrofor6tico de las varlantes de incorporaci6n. A. Electroforesis 
en gel de poliacrilamida al 10%. Llnea 1: Patrdn de peso molecular. Lfnea 2: 
Proteina recombinante. Lfnea 3,4,5,6,7: varlantes de incorporacion. Lfnea 8: VME. 
B: lnmunoidentificaci6n por Western blot de la protefna incorporada, realizada con el 
25 anticuerpo monoclonal anti PI. 16. Lfnea 1: Patr6n de peso molecular. Lfnea 2: VME. 
Lfnea 3,4,5,6,7: variantes de incorporacion. Lfnea 8: protefna recombinante. 

Figura 4. Fotos de Microscopfa electr6nica evidenciando la inserci6n de la protefna 
recombinante PorA 7,16,9. A: Vesfculas de membrana externa evldendadas por 
30 tinci6n negativa y microscopfa electr6nica, Cepa CU385, B: Vesfculas de membrana 
externa marcadas inmunologicamente utilizando un anticuerpo monoclonal anti PorA 
(Subtipo 15). C: Vesfculas de membrana externa marcadas inmunol6gicamente 
utilizando un monoclonal anti PorA subtipo 16. 
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Figura 5. Western blot para verificar incorporacion de la proteina recomblnante bajo 
dlferentes condiciones. A: proteina recomblnante P1. 7.16.9 detectada con Mab 1- 
33. antl-P1.9. B: P1 natural presente en la vesfcula. LInea 1: Proteoliposoma 
natural. Lfnea 2: Proteina recomblnante purificada. LInea 3,4,5.6: variantes de 
S incorporacion. 

Figura 6. Representaclon gr^ifica de los titulos de anticuerpos IgG contra la proteina 
recomblnante P1.7,16,9, alcanzados por los diferentes grupos de animates 
inmunizados. 1: Con P1.9 recomblnante. 2: P1.16 recomblnante, 3: P1.7.16 
10 recomblnante. 4: P1.7.16,9 recomblnante. El titulo fue determinado como el 
reclproco de la mfeclma dllucion que triplica el valor de D.O del suero preinmune. 

Figura 7. Representaci6n grafica de los titulos Individuates de anticuerpos IgG 
contra las porinas de Neisseria Inducidos cuando se inmuniz6 con la proteina 
15 recomblnante P1.7.16,9. El tftulo fue determinado como el recfproco de la maxima 
diluci6n que triplica el valor de D.O del suero preinmune. 

Figura 8. Representaclon grifica de los titulos de anticuerpos bactericida al evaluar 
el suero obtenido inmunlzando con la proteina recomblnante P1 .7,1 6,9, contra 
20 cepas de Neisseria de los subtlpos 7. 16, y 9. El tltuto fue determinado como el 
reciproco de la maxima dilucl6n del suero donde se obtiene m§s del 50% de muerte. 

Figura 9. Representacl6n gr^ifica de los titulos de anticuerpos contra la proteina 
TbpB recomblnante en las diferentes variantes de renaturalizacl6n estudiadas. A- 
25 Evaluacl6n contra la proteina recomblnante. B- Evaluaci6n contra la proteina natural 
en las membranas de la cepa B16B6. El tftulo fue detemilnado como el reciproco de 
la maxima diluci6n que duplica el valor de D.O del suero preinmune. 

Figura 10. Resultados del ensayo de Inhlblcl6n de la unl6n a transfenina en 
30 presencia de los anticuerpos sericos para las variantes estudiadas. El tftulo fue 
determinado como el reciproco de la m&dma dilucl6n del suero donde se alcanza 
mas del 40% de inhiblcidn. 
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Figura 11. Representecion gr^flca de los titulos de anticuerpos al evaluar el suero 
obtenido inmunizando c»n las diferentes variantes, contra las cepas de Neisseria de 
subtlpo P1.16. El tftulo fue detenninado como el recrproco de la m&cima dilucion que 
duplica el valor de D.O del suero preinmune. 

5 

Figura 12. NIveles de anticuerpos antl-p6ptido VR2 inducidos mediante la 
inmunizacion con MAP de la VR2 de la protelna PorA del meningococo. Como 
antfgeno de recubrlmlento se emple6 un conjugado qufmico del p6ptido que cubre 
dicha region y seroalbOmina bovlna. 

10 

Figura 13. Representacl6n grdfica de los titulos de anticuerpos contra VME de una 
cepa de Neisseria de subtlpo PI. 16, obtenidos al evaluar los antlsueros producidos 
inmunizando con P1.16 recombinante, con la misma protelna incorporada en VME 
de Neisseria iactamica o BramliameHa catarrhalis, o con las VME conrespondientes. 
15 El tftulo fue detenninado como el recfproco de la mdixima diluci6n que duplica el 
valor de densidad 6ptica del suero preinmune. 

Figura 14. Representacion gr^flca de los titulos de anticuerpos contra TbpB 
recombinante (A) y P6 recombinante (B), obtenidos al evaluar los antisueros 
20 producidos inmunizando con: TbpB, TbpB-VME de la cepa CU385 (TbpB-V), VME 
de la cepa CU385 (V), TbpB-VME de la cepa CU385 formulado junto a pELIP6 
(TbpB-V,pELIP6) y TbpB-VME de la cepa CU385 fomiulado junto a pELI (TbpB- 
V.pELI). El tftulo fue determinado como el recfproco de la maxima diluci6n que 
duplica el valor de densidad dptica del suero preinmune. 

25 

Exposicidn detallada de modos de realizaci6n / Ejemplos 
La presente invencion ser^ descrita mas completamente mediante los ejemplos 
siguientes, los cuales son ilustrativos y no limitan el alcance de la invencidn. 
Ejempio 1: Influencia de la estructura vesicular del proteoliposoma de 
30 Neisseria meningitidis, administrado por ruta intranasal, en su 
inmunogenicidad y capacidad protectora. 

Se realiz6 un estudio comparative de la inmunogenicidad del proteoliposoma con 
estructura vesicular (PV) y no vesicular (PNV), mediante el siguiente experimento. 
Se analizaron 2 grupos, de 10 ratones cada uno, inmunizados por vfa intranasal. 
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Los animates recibieron 3 dosis separadas por 7 dias, con SOpg de proteoliposoma 
en la estaictura que se indica, segOn el grupo. El volumen fue de 50)jl por animal. La 
composicion de los grupos se muestra en la Tabia 1 . 
Tabia 1. Composicidn del inmunogeno empleado per grupo 



Gaipo 


PV 


PNV 


1 


SOtig 




2 




sopg 



5 

Los niveles de IgG especfficos contra las PME de la cepa CU385 de N. meningitidis, 
despues de segunda y tercera dosis, se determinaron por ELISA. Los resultados 
obtenidos se exponen en la Tabia 2. Los tftulos de anticuerpos se determinaron 
como el recfproco de la dilucion del suero que triplica el valor del suero preinmune. 
10 El analisis estadlstico de los resultados se realizd a traves de una prueba t de 
Student 

Tabia 2. Resultados obtenidos al evaluar los sueros policlonales por ELISA y 
ensayo bactericida. 





Anticuerpos contra PME cepa CU385 


Actividad funcional 


Grupo 


Tftulo (2"' dosis) 


Titulo (S"^ dosis) 


Titulo Bactericida 


1 


3447 


25600 


1024 


2 


2395 


5855 


32 



IS Despues de la tercera dosis existe una diferencia signiflcativa entre los niveles de 
anticuerpos del grupo inmunizado con proteoliposoma que presenta estructura 
vesicular, respecto al grupo que no la presenta, por lo que se evidencia la ventaja 
del mantenimiento de la estructura vesicular en la respuesta de anticuerpos 
generada despues de la inmunizacion por via intranasal. Ademas los resultados se 

20 reafirman a traves de la determinacion del titulo de anticuerpos bactericidas, 
tambien presentados en la Tabia 2 y el experimento de protecci6n pasiva en el 
modelo de infeccion meningococcica en ratas infantes (Figura 1). El titulo 
bactericida se determind como el recfproco de la m^ima dilucion del suero donde 
se obtiene mas del 50% de muerte del inoculo bacteriano. En ambos ensayos se 



wo 2005/042571 PCT/CU2004/000012 

12 

demuestra que la actividad funcional de los antlsueros obtenidos contra el 
proteoliposoma presentado en su estructura vesicular es superior a la actividad 
funcional de los antisueros contra el proteoliposoma no vesicular. 

S Ejempio 2: Obtencion de la proteina recombinante PorA e insercion de la 
misma en el proteoliposoma de Neisseria meningitidis manteniendo intacta la 
estructura vesicular. 

Obtencion de la proteina recombinante PorA 7,16,9 

Mediante Ingenierfa genetica se obtuvo una proteina PorA recombinante que 
10 contiene epitopes pertenecientes a los subtipos P1.7,16 y P1.9, en un mismo 
polip6ptido. El clon de E. coli que expresa el gen codificante para dicha proteina 
recombinante se creci6 en medio Ifquido LBA durante 8 horas a 37°C, en presencia 
de kanamiclna. Despues de la centrifugacidn, el precipltado celular fue sujeto a 
dlsrupcion ultras6nica, y la fraccion insoluble conteniendo la proteina recombinante 
15 se someti6 a las siguientes manipulaciones: 

-Lavados del sediment© con el tamp6n Tris-EDTA, pH 8,0 (TE). y despu6s al mismo 
tamp6n se le adiciona: NaCI 0.1M, MgCI 0.8M. 0.5% NP40. 

-Solubilizaclon de la proteina recombinante con una solucion que contiene Urea 8M 
disuelta en el tampon carbonato-blcarbonato pH 10,0 a una concentracion final de 
20 10mg/ml. 

Finalmente se procedid a la puriflcaci6n de la proteina per m§todos cromatograficos. 
Despues de la extracci6n de la proteina recombinante a 10 mg/ml, esta se diluye en 
tamp6n TE para llevar la Urea a 4M y se somete a un proceso de filtracion en gel de 
intercambio ionico en Q-Sepharosa. 

25 La pureza de la protefna resultante se muestra en la FIgura 2. 

Insercion de la protefna recombinante PorA 7,16,9 en el proteoliposoma 
Con el objetivo de encontrar las condiciones de inserci6n/renaturalizacl6n de la 
protefna en el proteoliposoma se ensayaron 6 variantes diferentes. En la variante II 
la incorporacion de la proteina se reaiizo mediante la mezcia con el preparado de 

30 protelnas de membrana externa 1:1 en Tris-HCI 1M con 2mM de EDTA, 1.2% de 
Desoxicolato de sodio y 20% de sacarosa (solucion B), y posteriormente la mezcia 
es centrifugada. La variante III mantuvo las mismas condiciones que la variante II, 
pero con una relacion protefna recombinante-PME 2:1. En la variante IV la protefna 
fue incubada despues de la mezcia 1,5 h a temperature ambiente antes de 



10 



15 
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centrifugar. En las variantes V y VI la protefna recombinante fue renaturalizada por 
dilucidn en la solucion B, luego se mezcia con las PME y se centrifuga a 125 OOOg. 
La incorporacidn de la protelna recombinante en las vesiculas fue evidenciada 
inidalmente por an^lisis electrofor6tico de las variantes estudiadas. La presencia de 
una banda de proteina con la misma talla que la protefna recombinante en algunas 
de las variantes constituy6 una evidencia de la incorporacion obtenida. Esto se 
corrobor6 en la inmunoldentificacidn de la banda con el anticuerpo monoclonal anti- 
PL 16, serial que aparece indicada con la flecha superior en la Figura 3B, 
En la Tabla 3 se muestra el porclento de incorporaci6n determlnado por un ELISA 
de captura empleando el anticuerpo monoclonal anti-Pi .9 y el anticuerpo anti N- 
temiinal de la P64k conjugado a peroxidase. Este segmento de la proteina P64k de 
N. meningitidis aparece expresado en el extreme N-temriinal de la proteina 
recombinante P1.7,16,9. como segmento estabilizador, lo que permite emplearto a 
su vez en la inmunodetecddn. 

Tabla No. 3 Porciento de lncorporaci6n obtenido para las variantes estudiadas 



20 



Variante 

N° . 


Protelipo- 

..soma-. ' 


Proteinarec 


• 

Rpnaturalizacidri' 


% de* 
incorporacion 


1 


Spg 








II 






mezcia, 
ultracentrifugacidn 


17 


III 


5|jg 


10pg 


mezcia, 
ultracentrifugacidn 


19,6 


IV 


5|jg 


lOjag 


mezcia 1.30', 
ultracentrifugacion 


18 


V 


5|jg 


10|jg 


renaturalizaci6n por 
dilucion, mezcia, 
ultracentrifugacion 


8 


VI 


Spg 


5|jg 


renaturalizacion por 
dilucion, mezcia, 
ultracentrifugacidn 


14 



Al emplear dlstlntos metodos para medlr la incorporacion de la protefna 
recombinante en el proteoliposoma se detectan algunas diferencias entre Ids 
procedimientos de incorporacion. Estas diferencias pueden atribuirse mas a la 
naturaleza del m6todo de deteccion que a divergenclas entre los procedimientos, ya 
que los resultados de la evaluacibn inmunologica asi lo indican. A pesar de las 
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diferencias observadas por electroforesis y Western blot entre los diferentes 
m6todos de incorporacion, cuando los sueros de los animates inmunizados con 
estas variantes fueron evaluados por ELISA esas diferencias no fueron 
signiflcativas. 

5 Todas las variantes de renaturalizacion fueron analizadas mediante 
inmunomicroscopfa electrdnica. Los resultados obtenidos con las diferentes 
variantes estuvieron en conrespondencia con el ELISA de cuantificacidn. La Figura 4 
A, B y C muestra los resultados para la varlante IV. 

Como se aprecia la presencia de la protefna recombinante se evidencia por la uni6n 
10 de las particulas de oro coloidal conjugado con el conrespondlente antlcuerpo 
monoclonal. En todos los casos se evidencia tambi6n el mantenimiento de la 
estmctura vesicular a pesar de las manipulaciones realizadas. 

Ejempio 3: Evaluacion de la respuesta inmune obtenlda contra la protefna 
15 recombinante PorA insertada en el proteoliposoma de Neisseria meningitidis. 

Una vez seleccionada una variante de incorporacion de la protefna recombinante 
P1.7,16.9, se procedi6 a la inserclon de las proteinas recombinantes P1.9, P1,16 y 
P1.7.16 en el proteoliposoma. Dichas preparaciones se utllizaron como control en 
un esquema de inmunizacibn con el objetivo de evaluar la respuesta inmune 
20 generada contra la proteina P1.7.16,9. Estos antlgenos se clonaron y expresaron en 
£. CO//, a partir del genoma de cepas de N. meningitidis, que expresan epitopes 
con-espondientes a dichos subtipos, dada la variabilidad que presenta la proteina 
PorA o P1, como se le conoce indistintamente. 

Las proteinas fueron renaturalizadas mediante diluci6n en Tris-HCl 1M con 2mM de 
25 EDTA. 1,2% de Desoxicolato de sodio y 20% de sacarosa, e incubadas con el 
preparado de proteinas de membrana externa 1.5 h a temperatura amblente antes 
de la centrifugaci6n. Este fue el metodo seleccionado en lo adelante para la 
incorporacion de antfgenos proteicos en la membrana externa de bacterias gram 
negativas. 

30 Para verificar la incorporaci6n de las proteinas recombinantes en el proteoliposoma, 
se realizaron experimentos de inmunoidentificacibn por Western blotting, con 
anticuerpos monoclonales especificos para esos subtipos. La Figura 5 muestra el 
resultado de la inmunoidentificacion realizada con el antlcuerpo monoclonal 1-33 
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que reconoce P1.9, la cual evidenci6 la incorporaci6n de las protefnas 
recombinantes P1.9 y P1.7.16,9. 

Para evaluar la inmunogenicidad de la protelna incorporada. se emplearon 40 
ratones Balb/C hembras, de 8 a 10 semanas de edad, los cuales fueron divldldos en 
5 cuatro grupos de 10 animales cada uno. Se reallzaron tres inmunizaciones por via 
subcutanea, separadas por intervalos de una semana y las extracciones de sangre 
se efectuaron el mismo dfa y una semana despuSs de la tercera inoculaci6n. Las 
protelnas se adyuvaron con hidr6xldo de aluminio a una concentraci6n de 40 mQ/MO 
de protelna. 

10 Tabia No. 4 Composicidn del inmunogeno empleado por grupo. 



Grupo 


VME cepa CU385 


Protelna recombinante 


1 


5|J9 


10|jg (PI .9) 


2 


5|jg 


lOpg (P1.16) 


3 


5|jg 


lOpg (PI. 7, 16) 


4 


5Mg 


lOijg (PI 7,16.9) 



Despu6s de la tercera inoculacion. se determino por ELISA el titulo de anticuerpos 
(IgG) contra la protelna recombinante PI. 7,16,9, en los sueros. As! mismo, se 
evalu6 el reconoclmiento de los antlgenos conrespondientes presentes en 
15 preparaciones de PME de cepas de N. meningitidis que expresan los subtipos de PI 
antes mencionados, por los antisueros resultantes del esquema de inmunizaci6n 
descrito. 

Para el an^ilisis estadlstico de los resultados se utilize el m6todo no param6trico de 
analisis de varianza, de clasificaci6n simple por ranges, de Kruskal-Wallis, debido a 

20 que las varianzas entre los grupos no eran homogeneas, segOn la prueba de 
Bartlett. En la comparaci6n de las medias de los tratamientos en las combinaciones 
necesarias se realizd la prueba de comparaci6n multiple de Dunn, 
La Figure 6 representa gr^ificamente los resultados del esquema de Inmunizacion, 
en cuanto a niveles de anticuerpos contra la protelna recombinante PI. 7, 16,9. Este 

25 ensayo se realiz6 utilizando una mezcla de los sueros individuates por grupo. Como 
se observa, la inmunlzacidn con cada una de las cuatro protelnas recombinantes 
incorporadas en los proteoliposomas indujo anticuerpos contra la protelna 
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quimerica, que incluye todos los subtipos de P1 en estudio. Los mayores niveles de 
anticuerpos contra dicha protefna se indujeron tras la inmunizacion con el propio 
anti'geno. 

Al evaluar el reconocimiento de los antfgenos naturales presentes en las distintas 
5 cepas de A/, meningitidis, se observ6 que los sueros reacclonaron con las protefnas 
P1 de los subtipos conrespondientes. Muestra de ello son los resultados que se 
representan en la FIgura 7. Los sueros Indlviduales de los ratones inmunizados con 
protefna recombinante P1 .7,1 6,9 (Insertada en el proteoliposoma) reconocieron las 
VME de cepas de meningococos que expresan P1.7, P1.9, P1.16 y P1.7,16. 
10 Para determinar si estos antlsueros posefan actividad funcional contra A/. 
meningitidis se realizd un experimento de llsis mediada por complemento, conocido 
como ensayo bacterlcida. En la Figura 8 se muestran los tftulos de anticuerpos 
bacterlcidas obtenidos contra cepas que expresan P1,9, P1,16, P1,7, y P1.7,16, 
respectivamente. Como se aprecia, los anticuerpos obtenidos inmunizando con 
IS P1 .7,1 6,9 renaturalizada en el proteoliposoma de la cepa CU385, tuvieron actividad 
bactericida contra todas las cepas heterologas que contenian los subtipos en ella 
incluidos. 



Ejempio 4: Insercion de ia protema TbpB en el proteoliposoma. Obtencldn y 
20 evaluacion de un complejo PorA-TbpB-VME por co-renaturalizacl6n, y 
evaiuacion de ia respuesta inmune contra el mismo. 

La protefna TbpB es una protefna receptora de transferrina humana que es 
expresada por N. meningitidis y constituye un antfgeno de interns vacunal. Los 
rasgos antigenicos de la protefna TbpB hacen que las cepas de N. meningitidis se 
25 clasifiquen en dos famllias principales: isotipo I e isotlpo II, los que se diferencian de 
acuerdo a la masa molecular de dicha protefna. 

La protefna TbpB correspondiente a la cepa B16B6 se clon6 y expreso en E. co//. A 
partir de la biomasa obtenida. se purified la protefna recombinante hasta 
homogeneidad empieando procedimientos cromatograficos ampliamente descritos. 
30 Con el objetivo de iograr la renaturalizacion de esta TbpB recombinante, 
perteneciente al isotipo I, se emple6 proteoliposoma obtenido a partir de la cepa 
CU385, que expresa una TbpB que pertenece al otro isotipo, por lo que ambas 
TbpB se diferencian antigenicamente. 
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Para la renaturalizacion de la proteina TbpB recomblnante, esta se incubd con el 
proteoliposoma durante 4h a 37**C, o se incubo durante 4h con PorA recomblnante 
(P1.16) y el proteoliposoma a 37^C y en una tercera variante se incubo por 1h a 4°C 
con la mezcia P1.16 y proteoliposoma, prevlamente incubados por 4h a 37**C. En 
5 todas las variantes las preparaciones fueron finalmente centrifugadas a 125 OOOg. 
Para la evaluaclon de la respuesta inmune, se inmunizaron 50 ratones Balb/C 
hembras de 8 a 10 semanas, divididos en 5 grupos (de 10 animales cada uno), que 
se inmunizaron con los inmunogenos que describe la Tabia 5. 



Tabia No. 5 Composicion del inmunogeno per grupo 



Grupo 


VME cepa CU385 


Proteina recombinante 


1 


5|jg 


lOMg-TbpB. 4h a 37"C 


2 




10ng-P1.16, 4ha37''C 


3 




10|jg-(P1 .16 y TbpB, 4h a 37«>C) 


4 


5|jg 


10Mg-(P1.16, 4h a 37°C + TbpB, 1h a 4°C) 


5 




10pg-TbpB 



10 

Se realizaron tres inmunizaciones por via subcutanea. separadas por intervales de 
una semana y las extracciones de sangre se efectuaron el mismo dfa y por Ciltimo 
una semana despues de la tercera inoculacion. Las proteinas se adyuvaron con 
hidroxido de aluminio a una concentraci6n de 40 |jg/|jg de protefna. 
15 En la Figura 9 se representan los resultados de la evaluacion de los tftulos de 
anticuerpos generados. La determinacidn de dichos titulos se realize por ELISA, 
utilizando como antfgeno de recubrimiento la proteina recombinante y las VME de la 
cepa B16B6, a partir de la cual se realizo el clonaje de TbpB. 

El ELISA contra la proteina recombinante evidencio la especiflcidad de la respuesta 
20 de anticuerpos para todas las variantes estudiadas (Figura SA). Cuando la protefna 
TbpB, renaturalizada con el preparado de membrana externa de Neisseria, no es 
expuesta a la incubacion a 37°C, los anticuerpos obtenidos reconocen a la protefna 
presentada en las VME de la bacteria (Figura 9B). 

Los anticuerpos contra la proteina TbpB tienen la capacidad de bloquear la union 
25 entre la transferrina y la TbpB presente en las membranas de meningococo. Los 
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sueros obtenidos contra la proteina TbpB recombinante, insertada en el 
proteoliposoma de otra cepa, se estudiaron en el ensayo de Inhibiclon de la union a 
transferrina. Los resultados de dicho estudio se muestran en la Figura 10. Las 
diferencias significativas observadas para los titulos de anticuerpos contra la 

S protefna TbpB natural no se reflejaron en los titulos de inhibicion de la uni6n a 
transferrina, cuando la protefna era incubada con los sueros hiperinmunes de raton. 
En todas las variantes en que la protefna se renaturalizd con el proteoliposoma se 
observe inhiblcldn de la uni6n de la transferrina a la protefna receptora presente en 
las PME del meningococo. 

10 La combinaclon de TbpB con PorA recombinante (subtipo P1.16), insertadas ambas 
en el proteoliposoma de una cepa heterdloga. no afect6 la inmunogenicldad de PorA 
en el complejo PorA-TbpB-VME cuando son Incubadas a 4**C (Figura 11). 

Ejemplo 5: Evaluaci6n de la respuesta inmune obtenida contra un peptide 
15 sintetico insertado en el proteoliposoma de Neisseria meningitidis. 

Con vistas a lograr una mayor inmunogenicldad, per vfa mucosal, de un peptide 
muitiepitopico (del ingles Multiple Antigen Peptide, MAP) que contenfa la regidn 
variable 2 (VR2) (Garay. H.E et al. (2000) Disulfide bond polymerization of a cyclic 
peptide derived from the surface loop 4 of class 1 OMP of Neisseria meningitidis. 

20 Lett, Pept ScL 7:97-105) de la porina PorA de A/, meningitidis presente en la cepa 
CU385 (subtipo 15) 6ste se incorporo a VME de una cepa heretologa de A/. 
meningitidis (233) de clasificaci6n C:2a:P1.5 (subtipo 5). Esta combinacion 
antigenica fue administrada a cada raton (n=8), por vfa intranasal, en un esquema 
de tres dosis, separadas entre sf por intervales de 14 dfas. Los grupos inmunizados 

25 se reflejan en la Tabia 6. 

Tabia 6. Composicion del inmunogeno por grupo 



Grupo 


MAP 


VME 


1 


50 pg 




2 


50 |jg 


10 MQ 


3 




10|jg 
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Quince dias despues de dos y tares dosis se muesta'earon ios animates para obtener 
e! suero. El tftulo de anticuerpos contra la VR2 de la porina en estudio se determino 
mediante un ensayo tipo ELISA contra el peptide sint6tico que cubria la region VR2, 
conjugado a la seroalbOmina bovina. Los resultados obtenidos por ELISA, medldos 
5 en el suero colectado dos semanas despues de dos dosis, se muestran en la Figura 
12. Como se observa existi6 un mayor tftulo de anticuerpos contra el peptide (con 
significacion estadista'ca) cuando el peptide se coadministr6 con VME. Dichas VME, 
por ser de una cepa heter6loga. son incapaces de inducir anticuerpos contra este 
peptide (grupo 3). 

10 Ademas, se realizaron experlmentos de Inmunoblot en el que se separaron 
electroforeticamente 10pg de VME de la cepa CU385 por Ifnea, que una vez 
transferidas a membranas de nitrocelulosa se incubaron con la mezcia de Ios sueros 
de cada grupo. En el suero obtenido dos semanas despu6s de la tercera dosis se 
aprecio un mayor reconocimiento de la protefna PorA (subtipo 15). por el suero del 

15 grupo 2 comparado con el grupo 1, lo cual indica que el reconocimiento de la 
protefna parental se favorecio al incorporar el MAP a las VME de una cepa de 
diferente subtipo. 

Ejempio 6; Evaluacion de la respuesta inmune obtenida contra la protefna 
20 recombinante PorA insertada en proteoliposomas de Neisseria lactamica y 
Bramhamella catarrhalis 

A partir de otros microorganlsmos Gram negatives, Neisseria lactamica y 
Bramhamella catarrhalis, se obtuvieron preparaclones de VME que se emplearon 
para renaturalizar la protefna PorA recombinante del subtipo P1.16. siguiendo Ios 

25 procedimientos antes descritos. 

Para verificar la inmunogenlcidad de la protefna recombinante incorporada a ambos 
proteoliposomas, se emplearon 50 ratones Balb/C hembra, de 8 a 10 semanas de 
edad, Ios cuales fueron divididos en cinco grupos (de 10 animates cada uno), segiin 
se muestra en la Table 7. Se realizaron tares inmunizaciones por vfa subcutSnea, 

30 separadas por intervalos de 15 dfas y las extracciones de sangre se efectuaron el 
mismo dfa y una semana despu6s de la tercera lnoculaci6n. Las protefnas se 
adyuvaron con hidrbxido de aluminio a una concentracion de 40 Mg^MO de protefna. 
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Tabia 7. Composicion del inmundgeno empleado por grupo. 



Grupo 


VME N. lactamica 


VME B. catarrhalis 


P1.16 rec. 


1 






10|jg 


2 


• 




10|jg 


3 






iOMg 


4 








5 




5Mg 





Despu^s de la tercera inoculaci6n, se determind en los sueros el tftulo de 
anticuerpos (IgG) contra la protefna P1.16 recombinante y contra la porina parental 
5 presente en PME de meningococos, por ELISA, Para el analisis estadfstico de los 
resultados se utillz6 un analisis de varianza de claslficaci6n simple. En la 
comparacion de las medias de los tratamientos en las combinaclones necesarias se 
reaiizo la prueba de comparacion multiple de Newman-Keuls. 
La Figura 1 3 representa gr^ficamente los resultados del esquema de inmunlzacion, 

10 en cuanto a nlveles de anticuerpos contra la protefna P1.16 presente en VME de 
meningococos. La protefna recombinante adyuvada con alQmlna no fue capaz de 
inducir anticuerpos que reconocieran la porina de subtipo 16 nativa. Los mayores 
tftulos de anticuerpos contra dicha porina nativa se indujeron tras la inmunizaci6n 
con el antfgeno incorporado en las VME de N. lactamica, seguido por el antigeno 

15 incorporado en VME de B. catarrhalis, Existieron diferencias significativas entre los 
titulos de anticuerpos generados tras la inmunizacion con la protefna recombinante 
incorporada y los tftulos de anticuerpos inducidos por la inmunizacion con VME de 
estos dos microorganismos Gram negatives, por sf solas. 

20 Ejempio 7: Evaluacion de la respuesta inmune inducida por una formulacion 
compuesta por TbpB recombinante, incorporada en el proteoliposoma de 
CU385, y un vector para Inmunizacion con ADN. 

Se construyo un plasmidio que porta el gen que codifica para la protefna P6 de 
Haemophilus influenzae, el que se denomino pELIP6 y se empleo en experimentos 
25 de inmunizaci6n con ADN. Se purifico el material necesario para incluir dicho 
plasmidio en formulaciones que contenfan la protefna TbpB recombinante (B16B6) 
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insertada en el proteoliposoma de la cepa de A/, meningitidis CU385. Como control 
se obtuvo el vector pELI, similar al plasmidio pELIP6 pero que carece del segmento 
codificante para la P6. 

Para verificar la Inmunogenicldad de las formulaciones se emplearon 40 ratones 
5 Balb/C hembra, de 8 a 10 semanas de edad, los cuales se dividieron en cinco 
grupos (de 8 animates cada uno), segOn se muestra en la Tabla 8. Se realizaron 
cuatro Inmunizaciones por vfa subcutanea, separadas por intervalos de 21 dias y las 
extracciones de sangre se efectuaron el dfa de inicio del esquema y tres semanas 
despu§s de la cuarta Inoculaclon. Las protefnas se adyuvaron con hidroxido de 
10 aluminio a una concentraddn de 40 [ig/[iQ de protefna. 



Tabla 8. Composicidn del inmunogeno empleado por grupo. 



Grupo 


VME CU385 


TbpB rec. 


pELIP6 


pELI 


1 




10 Mg 






2 




10|jg 






3 


5|jg 








4 


5\ig 


10 MQ 


50 |jg 




5 


5[ig 


10 Mg 




50 ijg 



A los sueros extrafdos al final del esquema, se les determine el titulo de anticuerpos 
contra la protefna TbpB recomblnante. Adem^s se titularon los sueros para 
15 cuantificar los niveles de anticuerpos contra la protefna P6. Dicho antfgeno 
recombinante fue purificado previamente a partir de una cepa de E. coli modificada 
geneticamente. 

Para el andlisis estadfstico de los resultados se utiliz6 un analisis de varianza de 
clasificacion simple. En la comparacion de las medias de los tratamlentos en las 
20 combinaciones necesarias se realize la prueba de comparaci6n multiple de 
Newman-Keuls. 

La Figura 14 representa graficamente los resultados del esquema de Inmunizaci6n, 
en cuanto a niveles de anticuerpos contra la protefna TbpB recombinante y P6 
recombinante, respectivamente. Los mayores tftulos de anticuerpos contra la 
25 protefna TbpB recombinante se indujeron en las variantes en que la protefna se 
incorporo al proteoliposoma de una cepa heterologa. La presencia del plasmidio 
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pELIPS en la formulacion no afecto ia inmunogenicidad de la protefna TbpB 
recombinante. 

Por otra parte, el plasmidio que codlfica para P6 produjo una respuesta de 
anticuerpos al nivel esperado, tras la inmunizacibn con el mismo en presencia del 
complejo TbpB-VME. DIcha respuesta fue superior (con signiflcacion estadfstica) a 
la alcanzada por el grupo que posela una formulaci6n similar, pero que contenia el 
vector pELI. 
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REIVINDICACIONES 



PCT/CU2004/000012 



WIETODO PARA LA INCORPORACION DE ANTIGENOS EN VESICULAS DE 
WIEMBRANA EXTERNA DE BACTERIAS Y FORMULACIONES RESULTANTES. 

5 1. Metodo para incorporar antigenos en vesiculas de membrana externa de 
bacterias, caracterizado porque dichos antigenos forman un complejo con una 
preparacion de protefnas de membrana externa de bacterias Gram negativas, 
siendo este complejo generado por co-renaturalizacion y manteniendo intacta la 
estructura vesicular del proteoliposoma. 

10 2. El metodo segOn la reivindicacion 1. donde la preparacion de proteinas de 
membrana externa de bacterias Gram negativas se obtiene a partir de especies 
de la familia Neisseriaceae o de Bramhamella catarrhalis. 

3. El metodo segOn la reivindicacion 2. donde la preparacion de protefnas de 
membrana externa de bacterias es de Neisseria meningitidis y de Neisseria 

15 lactamica. 

4. El metodo segOn cualquiera de las relvindicaciones 1-3, donde el antigeno 
proteico es de origen natural, recombinante o sintetico. 

5. Composicidn vacunal obtenida segun el metodo de la reivindicacion 1, para 
administracion por via parenteral o mucosal, caracterizada porque comprende 

20 un complejo formado por un antfgeno proteico y una preparacidn de proteinas de 
membrana externa de bacterias Gram negativas, donde este complejo es 
generado por co-renaturalizaci6n y mantiene intacta la estructura vesicular del 
proteoliposoma, en combinaclon con excipientes o vehiculos farmaceuticamente 
aceptabies. 

25 6. Gomposiclon vacunal segun la reivindicacion 5, donde la preparacion de 
protefnas de membrana externa de bacterias Gram negativas se obtiene a partir 
de especies de la familia Neisseriaceae o de Bramhamella catanhalis, 

7. Gomposiclon vacunal segOn la reivindicacion 6, donde la preparacion de 
protefnas de membrana externa de bacterias es de Neisseria meningitidis y de 

30 Neisseria lactamica. 

8. Composicion vacunal segOn cualquiera de las reivindicaciones 5-7, donde el 
antfgeno proteico es de origen natural, recombinante o sintetico. 

9. Composicion vacunal de acuerdo con las reivindicaciones de la 5 a la 7, 
caracterizada porque comprende ademds polisac^ridos bacterianos. 
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10. Composicion vacunal de acuerdo con las reivindicaciones de la 5 a la 7, 
caracterizada porque comprende ademas pollsacaridos bacterianos conjugados. 

1 1 . Composicion vacunal de acuerdo con las reivindicaciones de la 5 a la 7. 
caracterizada porque comprende ademas acido nucleico como antigeno. 

12. Composici6n vacunal de acuerdo a las reivindicaciones de la 5 a la 11, para uso 
profil^ctico o terapeutico en humane. 
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Figura 4.A 



3/11 



PCT/CU2004/000012 





i.m m% mnt 



wo 2005/042571 

Figura4.B 
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Figura 4.C 
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Figura 7. 
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Figura 10. 
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Figura 12. 
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